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(54) Title: METHOD FOR PREPARING HUMAN IMMUNOGLOBULIN CONCENTRATES FOR THERAPEUTIC USE 

^ (54) Titre : PROCEDE DE PREPARATION DE CONCENTRES D ' IMMUNOGLOBULINES HUMAINES A USAGE THERA- 
PEUTIQUE 

\^ (57) Abstract: The invention concerns a method for preparing human immunoglobulin concentrates for therapeutic use, from plasma 
or a plasma fraction. The method comprises pre-purification and a single anion-exchange chromatography carried out at alkaline 
pH, thereby enabling the immunoglobulins to be retained on the chromatographic support and fractionated. The method enables to 
obtain IgG, IgA and IgM concentrates. 

(57) Abrege : L' invention concerne un procede de preparation de concentres d'immunoglobulines humaines a usage therapeutique, 
a partir de plasma ou d'une fraction de plasma. Le procede comprend une prepurifi cation et une chromato graphic unique sur echan- 
geur d' anions effectuee a pH alcalin, ce qui permet la retention des immunoglobulines sur le support chromatographique et leur 
fractionnement. Le procede permet d'obtenir des concentres d'immunoglobulines G, A et M. 
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Procede de preparation de concentres d T irnnunoglobnl i nes homines a 1 usage 
therapeutique 

L ' invention conceme un procede de preparation de 
concentres d r immunoglobul ines humaines a usage 
therapeutique, a partir de plasma ou d'une fraction de 
plasma humain . Le procede permet d'obtenir des concentres 
5 d ' immunoglobul ines G (TgG) , d 1 immunoglobulines A (IgA) et 
d' immunoglobul ines M (IgM) . 

L 1 utilisation de fractions de plasma humain enrichies 
en immunoglobulines pour le traitement de diverses 
infections ou deficiences congenitales est connue depuis la 

10 mise au point du procede de precipitation a 1 ' ethanol par 
Cohn (Cohn et al . 1946, J. Am. Chem. Soc . 68, 459 ; Oncley 
et al. 1949, J. Am. Chem. Soc, 71, 541). Les indications 
therapeutiques des immunoglobulines s ' etant multipliees, il 
existe un besoin de produit tou jours plus performant et plus 

15 pur. 

La complexite de la structure des immunoglobulines 
(quatre chaines polypeptidiques reunies par des ponts 
disulfure) , la variete des anticorps presents ■ dans le 
melange du plasma de plusieurs milliers de donneurs ne sont 
20 pas actuellement des facteurs favorisant le developpement 
biotechnologique des immunoglobulines. Bien que des 
anticorps monoclonaux soient produits par ingenierie 
genetique, leur extreme specificite constitue un 
inconvenient pour les applications therapeutiques ou une 
25 polyreactivite semble necessaire. 

De plus, de nombreuses pathologies, en particulier 
d'orgine autoimmune, sont actuellement traitees par des 
concentres d'lgG. Cette large utilisation a engendre une 
situation de penurie en Europe et aux Etats-Unis, au cours 
30 des dernieres annees. 

Par ailleurs, dans ces memes pathologies, I'efficacite 
de preparations enrichies en IgM a ete recemment demontree 
(Hurez et al. Blood 90, 1997, 4004-4013), mais il n'existe. 
pas de preparation a usage therapeutique suf f isamment 
35 purifiee et concentree en IgM. 

C'est pourquoi la Demanderesse s' est attachee a la 
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mise au point d'un nouveau procede de preparation 
d' immunoglobu lines humaines . Le procede peut s 1 appliquer a 
un "pool" de serums (d'au moins 10000 donneurs) ce qui 
assure la presence de tous les anticorps normalement 
5 presents dans 1' ensemble' de la population d'une contree 
choisie, ou a des serums hyperimmuns selectionnes pour leur 
contenu en immunoglobulines specif iques. Le procede permet. 
en outre de preparer des concentres d'IgA et d'IgM. 

De nombreuses variantes du procede original de Cohn 

10 ont ete decrites. Elles proposent, outre la precipitation 
selective des proteines a l'ethanol, divers traitements 
additionnels comme la precipitation au polyethylene glycol, 
le traitement menage aux enzymes proteolytiques . . . , destines 
a eliminer les agregats de polymeres d' immunoglobulines 

15 ( susceptibles d'activer le systeme du complement et de 
provoquer des reactions anaphylactiques) . 

Une voie alternative a la precipitation par 1 ' ethanol 
a ete decrite par Steinbuch et al . (Rev. Frang . Et . Clin, et 
Biol. 1969, XIV, 1054) qui fait appel a une precipitation 

20 par 1'acide octanoique. Celui-ci precipite la plupart des 
proteines du plasma et laisse dans- le surnageant les 
immunoglobulines. La purification de ces immunoglobulines 
est poursuivie par adsorption (en "batch") sur un echangeur 
d' anions, la DEAE-cellulose , qui laisse egalement les 

25 immunoglobulines dans le surnageant. Celui-ci est ensuite 
concentre . 

Divers procedes ont egalement ete mis au point pour 
augmenter la purete des produits par la mise en oeuvre de 
separations chromatographiques . Les plus performants 

30 (notamment EP 0 703 922, WO 99/64462 ) comprennent au moins 
deux etapes successives. de chromatographie, 1 ' une par 
echange d' anions, 1 1 autre par echange de cations. La 
specificite de ces procedes est apportee par la propriete 
des echangeurs d ! anions de ne pas retenir les 

35 immunoglobulines G, dans les conditions classiques de mise 
en oeuvre, mais de fixer la plupart des • autres proteines co- 
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purifiees au cours des etapes de prepurif ication. 

Diverses preparations d'IgG purifiees sont done deja 
disponibles mais leurs procedes de preparation posent encore 
des probl ernes de rendement et de lourdeur de mise en oeuvre 
5 a l'echelle indus trielle . Ces problemes sont encore 
amplifies par la necessite d'inclure dans le procede une 
inactivation virale impliquant une etape addi tionnelle 
d' elimination des agents virucides utilises. 

De plus, 1 ' ensemble des procedes actuellement decrits 
10 ont ete developpes et optimises pour la production des 
seules IgG. 

La Demanderesse a trouve qu'il etait possible- de 
produire plusieurs concentres d ' i'mmunoglobulines en 
combinant une etape de prepurif ication et une etape unique 

15 de chromatographie par echange d'ions et ainsi de mettre en 
oeuvre un procede tres simple, a haut rendement et 
compatible avec un traitement virucide au solvant /detergent . 

Ainsi le procede selon la presente invention est 
applicable a du plasma sanguin ou a une fraction de plasma 

20 sanguin deja enrichie en immunoglobulines et il comprend une 
prepurif ication par precipitation de contaminants lipidiques 
et proteiques et une chromatographie unique sur echangeur 
d* anions, effectuee a pH alcalin ce qui permet 1' adsorption 
des immunoglobulines sur le support chromatographique 

25 echangeur d ' anions . 

La prepurif ication est effectuee au moyen d' agents 
precipitants connus tels que l'acide octanoique, le 
phosphate tricalcique, la bentonite. 

Apres cette etape de prepurif ication et avant la 

30 chromatographie, le procede comprend un traitement 
d' inactivation virale, de preference par solvant -detergent, 
selon une methode connue. 

A. la fin de ce traitement, le . melange du filtrat 
prepurifie et du solvant -detergent est soumis a une 

35 separation chromatographique qui est effectuee sur un gel de 
polysaccharide reticule ou de polymere vinylique, greffe de 
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groupements DEAE, TMAE ou QAE . Cette etape de 
chromatographie comprend 

- 1 'ajustement a un pH de 8,9 a 9,1 de la solution ayant 
subi le traitement an solvant-detergent ; 

5 - sa charge sur la colonne de chromatographie prealablement 
equilibree en tampon a pH 8,9 a 9,1 ce qui permet 
1 'adsorption des immunoglobulines et le passage des 
proteines non adsorbees dans 1' effluent ; 

- un lavage par le meme tampon jusqu'a elimination de toutes 
10 les proteines non adsorbees. et du melange solvant- 
detergent ; 

- et 1' elution des immunoglobulines par un tampon approprie. 

Cette elution peut etre realisee soit par du tampon 
phosphate a pH compris entre 4 et 7 , et de preference a pH 
15 6,2 pour eluer les immunoglobulines G, soit de maniere 
sequentielle : 

- dans un premier temps comme ci-dessus pour eluer les 
immunoglobulines G ; 

- dans un deuxieme temps, par le meme tampon phosphate 
20 additionne de NaCl 100 a 175 mM, et de preference 150 mM, 

a un pH de 6,1 a 6,3, pour eluer une fraction contenant 
les IgA et des IgG4. 

Le procede peut etre encore poursuivi par une nouvelle 
elution par le meme tampon ajuste a un pH de 6 a 7 et 
25 additionne de NaCl 250 a 350 mM, de preference 300 mM pour 
eluer les IgM. 

Les immunoglobulines ainsi eluees sont recoltees, 
concentrees par ultrafiltration et soumises a une filtration 
sterilisante conventionnelle puis a une filtration au' 
30 travers de f litres nanometriques de porosite decroissante de 
100 a 50 et a 20 nanometres. Cette nanof iltration permet 
d'eliminer des virus resistants au traitement par solvant- 
detergent ; 

La solution d ' immunoglobulines concentree et filtree 
35 est additionnee d'un stabilisant ' pharmaceutiquement 
acceptable, puis elle est conditionnee a 1 ' etat de solution 
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sterile et eventuellement congelee et lyophilisee. 

Les exemples suivants illustrent 1 ' invention sans 
toutefois en limiter la portee . 

5 Exemole I 

On utilise comme materiau de depart 1 Kg de precipite 
"I+II+III" obtenu a partir de plasma traite a l'ethanol 
selon la methode de Cohn (deja cite) ou de Kistler et 
Nitschmann (1962, Vox Sang. 7 , 414) . 
10 Ce precipite est remis en suspension en tampon acetate 

(acetate de sodium-acide acetique) a pH 4,7-4,9, sous 
agitation, a 2 0°C. 

On y ajoute de 1 ' acide octanoique jusqu'a une 
concentration finale de 20 g/1. L 1 addition doit §tre 
15 effectuee lentement, a temperature axnbiante. 

Le melange est additionne d'un adjuvant de filtration 
et le precipite est separe par filtration au moyen d'un 
f iltre-presse . 

Le filtrat est recupere, clarifie et concentre par 
20 - ultrafiltration, puis il est soumis a une filtration 
sterilisante a 0,45 |xm et 0,2 \m. 

II est ensuite soumis a un traitement d ' inactivation 
virale par solvant /detergent comme decrit par Neurath et 
Horowitz (brevet US 4,764,369). 
25 On utilise un melange Triton® X 100 (octoxinol 10)/TnBP. 

Le melange est ajuste a 64 g/1 de proteines, a pH 6,5. 
Le contact est maintenu pendant 4 a 6 heures, entre 4 et 
25°C. Ensuite le pH est ajuste a 9 (par NaOH) . 

Le melange est ensuite soumis a une chromatographie 
30 d'echange d'anions sur colonne. 

On utilise comme materiau echangeur d f anions du TMAE- 
Fractogel®, charge dans une colonne de chromatographie, 
equilibre en tampon glycine-NaCl (glycine 0,676 g/1 - NaCl 
0,526 g/1) a pH 9. 
35 Le melange est charge sur la colonne a raison de 50 g 

de proteines pour 1 litre de gel. 
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Apres la charge, la colonne est lavee en tampon 
glycine - NaCl, pH 9 (le meme que pour 1 1 equilibrage) . Le 
lavage est surveille par la densite optique de 1' effluent a 
280 run. 

5 Apres retour a la ligne de base, la colonne est eluee 

avec du tampon phosphate a pH 6,2 (hydrogenophosphate 
disodique - dihydrogenophosphate de sodium) . 

L'eluat, contenant les immunoglobulins G, est a juste 
a pH 4,5 et soumis a une ultrafiltration sur cassettes. 

10 La solution est ensuite soumise a une filtration 

sterilisante a 0,22 jam, puis a une filtration nanometrique 
sur trois filtres disposes en serie et de. seuils de 
retention decroissants , de 100, 50 et 20 nanometres. La 
filtration est suivie d'une ultrafiltration sur cassette 

15 pour concentrer la solution finale a 12 0-15 0 g/1. 

Les resultats d* analyse de trois lots pilotes sont 
presentes dans le tableau suivant . 

2 0 Tableau 1. : LOTS PILOTES 



00 


ILP 043 PV 


. 00 ILP 044 


PV 00 ILP 045 PV 


Polymeres (%) 


0.19 


0.19 


0.07 


Dimeres (%) 


3 .29 


2.27 


2.15 


Monomeres {%) 


96.52 


97 .54 


97.78 


igG (g/D 


52.5 


50.4 


50.8 


igGl (g/1) 


31.6 


29.9 


29.2 


igG2 (g/l) 


17.1 


15 .3 


13 .1 


XgG3 (g/1) 


1.19 


1.07 


0.96 


igG4 (g/l) 


0 . 52 


0.61 


0.56 


igM (|ig/l) 


310 


459 


1795 


Anti-Hbs (Ul/ml) 


10.2 


10.3 


9.4 


ExemDle II 








On uilise 


comme materiau de 


depart 1670 g de 



25 "precipite II" obtenu a partir de 80 litres de plasma traite 
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a 1 ' ethanol selon la methode de Cohn. 

Cette variante du procede permet notaitunent de tirer 
parti de precipites II congeles et stockes en attente de 
traitement . 

5 Ce precipite est remis en suspension dans 9 kg d'eau- 

NaCl. Le pH est ajuste a 6,2 par de l'acide acetique. 

On y ajoute, comme adsorbant (des contaminants de type 
lipidiques, kallikreine . . . ) , 15 g de phosphate tricalcique. 

Apres une heure de contact, le melange est additionne 
10 d'un adjuvant de filtration et le precipite est separe par 
filtration au moyen d'un f iltre-presse . ■ 

Le filtrat est recupere, est additionne de glycine (15 
g/1) et ajuste a pH 4,8 par de l'acide acetique. 

On y ajoute, comme adsorbant (notamment des traces de 
15 facteurs de coagulation actives) 80 g de bentonite, sous 
agitation pendant 3 0 minutes. 

Le melange est additionne d'un adjuvant de filtration 
et le precipite est separe par filtration au moyen d 1 un 
f iltre-presse. 

20 Le, filtrat est recupere, concentre par 

ultrafiltration . 

Le procede est poursuivi (par traitement au 
solvant /detergent et chromatographie) comme dans ■ 1 ' exemple 
I. 

25 Les resultats d 1 analyse de trois lots pilotes sont 

presentes dans le tableau suivant . 
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Tableau II : LOTS PILOTES . 





2 8 6 


287 


O -5 JL 


Polymeres (%) 


0, 5 


U , b 


< U , JL 


Dime res {%) 


2 , 8 


2 , 8 


1, 4 


Monomer es {%) 


y o , / 


o a 1 

yo, / 




IgG (g/1) 


51, 8 


53 , 2 


61 , 3 


IgGl (%) 


62, 5 


62, 6 


64, 4 


IgG2 (%) 


33, 0 


33, 0 


32,2 


IgG3 (%) 


3,2 


3,3 


2,2 


IgG4 (%) 


1,2 


1,2 


0,8 


IgA (mg/1) 


26,4 


'21,5 


12,6 


IgM (JLlg/1) 


90, 8 


69,4 


123 


anti-Hbs 








(Ul/ml) 


147 


122 


8,6 



Exemple III 

5 Le procede est mis en oeuvre de' la meme maniere que 

dans 1 ' exemple I mais le materiau de depart est du plasma 
(non precipite a l'ethanol). 

Cette variante n'est pas avantageuse au point de vue 
du rendement mais elle presente un interet (par son nombre 
10 reduit d'etapes) pour le traitement de plasmas 
particulierement riches en anticorps rares . 



Exemple IV 

Le procede est mis en oeuvre de la meme maniere que 
15 dans 1 * exemple I mais la chromatographie est eluee de 
maniere sequentielle : 

apres la charge et le lavage de la colonne, celle-ci 
est eluee avec un premier tampon phosphate a pH 6,2 pour 
eluer les IgG comme dant 1* exemple I ; 
2 0 ensuite elle est eluee avec le meme tampon additionne 

de NaCl 150 mM, qui elue une fraction enrichie en IgA et en 
IgG4 ; 

Les IgG4 semblent jouer un role dans la protection 
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contre les infections parasitaires et contre les allergies 
aux pollens et aux acariens. 

De maniere surprenante leurs proprietes biochimiques 
et leur comportement en echange d'ions les apparentent aux 
5 IgA. 

Exemple V 

Le .procede est mis en oeuvre de la meme maniere que 
dans 1 ' exemple IV mais apres la deuxieme elution qui produit 

10 la fraction enrichie en IgA, le meme tampon est additionne 
de NaCl 3 00 mM ce qui decroche les IgM. On obtient ainsi une 
fraction concentree (a' 80 %) d'IgM. Celles-ci sont 
concentrees et additionnees "de stabilisants 
pharmaceutiquement accepables . 

15 Les resultats de production d'un lot d'IgM concentrees 



sont presentes 


dans 


le tableau 


suivant 








Tableau 


IXI 
















(Lot IgM 


2000-97) 






Fraction 


Volume Ig 


IgM 


IgG 


IgA 


IgM 




(ml) 


Totales 
(mg) 


(mg) 


{%) 


{%) 


(%) 


ig 

prepurifiees 


2190 


39957 


2037 


92 .6 


2,2 


5.1 


Fraction non 














retenue sur 


3800 


566, 8 


<32 .3 


86.5 


<7.8 


<5 .7 


la colonne 














Eluat 1 (IgG) 


2700 


37374 


<22 .9 


99.8 


<0.1 


<0.1 


Eluat 2 (IgA) 
(0.15M NaCl) 


1350 


3171 


62.5 


74.9 


23.1 


2 


Eluat 3 (IgM) 
(0.3M NaCl) 


114.5 


1775 .1 


1545 .7 


6.2 


6.8 


87.1 



20 
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REVINDICATIONS 

1. - Procede de preparation de concentres 
d 1 immunoglobulines humaines a usage therapeutique a partir 
de plasma sanguin ou d'une fraction de plasma enrichie en 

5 immunoglobulines, caracterise en ce qu'il comprend une 
prepurif ication par precipitation de contaminants lipidiques 
et proteiques et une chromatographie unique sur t echangeur 
d' anions, effectuee a pH alcalin ce qui permet 1' adsorption 
des immunoglobulines sur le support chromatographique 
10 echangeur d 1 anions. 

2. - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que la prepurif ication est effectuee au moyen d' agents 
precipitants connus, tels que 1 1 acide octanoique, le 
phosphate tricalcique, la bentonite. 

15 3.- Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en 

ce qu'il comporte, apres la prepurif ication et avant la 
chromatographie, un traitement d ' inactivation virale, de 
preference par solvant-detergent . 

4. - Procede selon l'une quelconque des revendi cations 1 
20 a 3, caracterise en ce que la chromatographie est effectuee 

sur un gel de polysaccharide reticule ou de polymer e 
vinylique, greffe de groupements DEAE ou TMAE ou QAE . 

5. - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 4, caracterise en ce que la chromatographie comprend 

25 - 1 ' utilisation de la solution ayant subi le traitement au 
so lvant- detergent ; 

- son ajustement a un pH de 8,9 a 9,1 ; 

- sa charge sur la colonne de chromatographie prealablement 
equilibree en tampon a pH 8,9 a 9,1 ce qui permet 

30 1 ' adsorption des immunoglobulines et le passage des 

proteines non adsorbees dans 1 ! effluent ; 

- un lavage par le meme tampon jusqu'a .elimination de toutes 
les proteines non adsorbees et du melange solvant- 
detergent ; 

35 - et l'elution des immunoglobulines par un tampon approprie. 

6. - Procede selon la revendication 5, caracterise en ce 
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que 1 1 elution est realisee en une etape, par du tampon 
phosphate a pH compris entre 4 et 7 , et de preference a pH 
6,2, pour eluer les immunoglobulines G. 

7. - Precede selon la revendication 5, caracterise en ce 
5 que 1 ' elution est realisee de maniere sequentielle, 

- dans un premier temps, par du tampon phosphate a pH 
compris entre 4 et 7, et de preference a pH 6,2, pour 
eluer les immmunoglobulines G ; 

- dans un deuxieme temps, par le meme tampon phosphate 
10 additionne de NaCl 100 a 175 mM, et de preference 150 mM, 

a un pH de 6 a 6,3, pour eluer une fraction contenant les 
IgA et des IgG4 . 

8. - Procede selon la revendication 6 ou 7 , caracterise 
en ce qu'il comprend, en outre, une elution par le meme 

15 tampon ajuste a un pH de 6 a 7 et additionne de NaCl 250 a 
350 mM, de preference 300 mM pour eluer les IgM. 

9. - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 8, caracterise en ce que, apres 1 ' elution des 
immunoglobulines, celles-ci sont recoltees, concentrees par 

20 ultrafiltration et soumises a une filtration sterilisante 
conventionnelle puis a une filtration au travers de filtres 
nanometriques de porosite decroissante de 100 a 
15 nanometres.' 

10. - Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
25 a 9, caracterise en ce que la solution d 1 immunoglobulines 

concentree et filtree est additionnee d'un stabilisant 
pharmaceutiquement acceptable puis elle est conditionnee a 
1 ' etat de solution sterile et eventuellement congelee et 
lyophilisee . 
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